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RESUMO

O Brasil € um pais agricola, fazendo uso de diversos insumos quimicos, entre esses destaca-se 0
Glifosato, altamente utilizado em lavouras de soja e milho, mas com risco potencial de
contaminacdo de solo e 4gua das areas rurais. O aumento do cultivo continental do Camarao de
agua doce Macrobrachium rosenbergii, em regides proximas a grandes areas rurais leva
ao questionamento sobre o efeito da contaminacéo por glifosato nestes animais. Devido a isso
esse trabalho teve o objetivo de analisar o efeito do glifosato sobre a mortalidade e fisiologia do
camardo de agua doce M. rosenbergii, através de ensaio de CL50 por periodo de 96 horas com
concentracdes de 0, 10, 50, 100 e 150 mg/L de glifosato e ensaio de curto prazo, com
contaminacdo de 100mg/L de glifosato em periodos de exposicao de 2, 6, 9 e 24 horas. Em ambos
os ensaios foi realizada coleta de hepatopancreas e musculo para analises de marcadores
bioquimicos de neurotoxicidade (colinesterase) e do sistema antioxidante (LPO e enzimas
catalase, GST e GR). Os animais submetidos a 150 mg/L de glifosato apresentaram 100 % de
mortalidade. As demais concentragfes apresentaram porcentagens parciais de mortalidade. A
CL50 foi determinada através da ferramenta estatistica Probit, determinando as concentragdes de
125,63 mg/L em 48 horas, 68,38 mg/L em 72 horas e 52,52 mg/L em 96 horas. Em animais
sobreviventes ao ensaio CL50, ndo foi observada variagéo de atividade da colinesterase, LPO,
catalase e GR de musculo e hepatopancreas dos sobreviventes, porém houve reducao da atividade
da enzima GST em mausculo de animais submetidos a 10 mg/L de glifosato e também foi
observado agitacdo, seguida de paralisia nos animais em periodo de 2 a 10 horas apds a
contaminacgédo. Animais submetidos a ensaio curto prazo de exposigdo ao glifosato apresentaram
paralisia em 2, 6 e 9 horas ap0s a contaminacao, retornando ao padrdo de movimentacao
semelhante ao controle em 24 horas, o que se assemelhou a alteragdes de comportamento
percebidos na CL50. A atividade da GST em hepatopancreas apés 2, 9 e 24 horas de
contaminagdo apresentou-se aumentada. Os animais também apresentaram inibicdo da
colinesterase em hepatopancreas em 2 (58,27%), 6 (81,96%) e 9 horas (22,9%) apos a
contaminacgdo, sendo a inibicdo méxima encontrada em 6 horas e auséncia de inibicdo
observada ap6s 24 horas. Em relacdo a enzima catalase de hepatopancreas, houve
elevacdo da atividade em 2 horas de contaminagédo. Nao foi observada alteracdes de LPO
e da atividade da enzima GR de musculo e hepatopéancreas ao longo do ensaio. Os valores
de CL50 encontrados indicam que o glifosato é toxico para M. rosenbergii. A inibicdo da
colinesterase, aliados a alteracdo de motilidade e ao aumento na atividade da GST quando
os animais foram expostos a curto periodo de contaminagdo, indicam que ha
simultaneamente a inibicdo da colinesterase uma inducdo de reacdo de biotransformacéo
do glifosato via GST, reduzindo, com isso, o efeito neurotdxico do glifosato, com retorno
a atividade da colinesterase e do comportamento natatério aos niveis observados nos
animais controles em curto prazo apés a contaminacao.

Palavras-Chave: Agrotoxico. Estresse Oxidativo. Enzimas. Camardo. Contaminacao.



ABSTRACT

Brazil is an agricultural country, making use of several chemical inputs, among which
stands out Glyphosate, highly used in soybean and corn crops, but with potential risk of
contamination of soil and water in rural areas. The increase of the continental cultivation
of Freshwater Prawn Macrobrachium rosenbergii in regions close to large rural areas
leads to questioning about the effect of glyphosate contamination in these animals. The
objective of this work was to analyze the effect of glyphosate on the mortality and
physiology of freshwater prawn M. rosenbergii by means of the LC50 assay for 96 hours
at concentrations of 0, 10, 50, 100 and 150 mg / L glyphosate and short-term test with
100 mg / L glyphosate contamination at 2, 6, 9 and 24 hour exposure periods. Em ambos
os ensaios foi realizada coleta de hepatopancreas e musculo para analises de marcadores
bioquimicos de neurotdxicidade (colinesterase) e do sistema antioxidante (LPO e enzimas
catalase, GST e GR). Os animais submetidos a 150 mg/L de glifosato apresentaram 100
% de mortalidade. The other concentrations had partial mortality rates. The LC50 was
determined using the Probit statistical tool, determining the concentrations of 125.63 mg
/ L in 48 hours, 68.38 mg / L in 72 hours and 52.52 mg / L in 96 hours. In animals
surviving the LC50 assay, no variation in cholinesterase activity, LPO, catalase and
muscle GR and hepatopancreas of the survivors was observed, but there was a reduction
in GST enzyme activity in muscle from animals submitted to 10 mg / L glyphosate and
also agitation was observed, followed by paralysis in the animals from 2 to 10 hours after
contamination. Animals undergoing short-term exposure to glyphosate showed paralysis
at 2, 6 and 9 hours after contamination, returning to similar movement pattern at 24 hours,
which was similar to behavioral changes perceived in LC50. The GST activity in
hepatopancreas after 2, 9 and 24 hours of contamination was increased. The animals also
had cholinesterase inhibition in hepatopancreas in 2 (58.27%), 6 (81.96%) and 9 hours
(22.9%) after contamination, with maximum inhibition found at 6 hours and absence of
inhibition observed after 24 hours. In relation to the catalase enzyme of hepatopancreas,
there was elevation of the activity in 2 hours of contamination. No changes in LPO and
muscle GR and hepatopancreas activity were observed throughout the trial. The LC50
values found indicate that glyphosate is toxic to M. rosenbergii. Inhibition of
cholinesterase, together with altered motility and increased GST activity when the
animals were exposed to a short period of contamination, indicate that inhibition of
cholinesterase induces the biotransformation reaction of glyphosate via GST, This is the
neurotoxic effect of glyphosate, with a return to cholinesterase activity and swimming
behavior at the levels observed in the control animals in the short term after
contamination.

Keywords: Agrotoxic. Oxidative stress. Enzymes. Shrimp. Contamination.
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1. INTRODUCAO

Atualmente o consumo de herbicidas tem crescido muito no Brasil devido ao
aumento de areas agricolas, modernizacdo do campo e menor utilizagdo de méo de obra.
Culturas como soja, milho, cana-de-agUcar e arroz utilizam mais de 80% dos herbicidas
comercializados (OLIVEIRA JUNIOR, 2017). Segundo Bortoletto (2010), os
agrotoxicos mais utilizados no Brasil sdo os herbicidas, uma vez que se fez necessario
um crescimento na produtividade e consequentemente um aumento do uso de insumos

quimicos.

Sao considerados agrotoxicos todos os compostos quimicos utilizados em
atividade agricolas. A utilizacdo de herbicidas vem como uma possivel solucdo para
combater e controlar plantas daninhas consideradas como fatores de baixa produtividade.
S&@o compostos organicos sintéticos com pouca solubilidade em agua (SOARES et al.,
2017). No entanto, os herbicidas geram varias desvantagens tanto para o ambiente como

para a salde de pessoas e animais (COUTINHO et al., 2005).

Uma das atividades da aquicultura que vem se destacando é a carcinicultura
(criacéo de camardes), pois esses animais possuem grande valor econdémico (FREIRE e
SILVA, 2008; NEGRINI, 2014). O M. rosenbergii é a espécie mais utilizada em projetos
de cultivo de camardes de dgua doce. O cultivo desta espécie esta sendo testado na regido
da Cantuquiriguacu, podendo se tornar uma boa fonte de renda, principalmente para 0s
pequenos produtores da regido. Levando-se em consideracdo que as atividades agricolas
predominam na regido e que experimentos de cultivo de camardo estdo sendo
desenvolvidos em areas permeadas por lavouras com intenso uso de herbicidas, é de
extrema importancia que se estude o efeito letal e o comportamento fisiol6gico desses

animais frente a contaminagdo com agrotoxicos no meio aquatico.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Analisar o efeito da contaminagao do glifosato sobre a mortalidade e parametros
16



fisiologicos em camardes de agua doce (M. rosenbergii).

1.1.2 Objetivos especificos

- Realizar ensaio de CL50 em M. rosenbergii submetido ao glifosato para determinagao

de CL50 48, 72 € 96 horas.

- Determinar os efeitos de diferentes concentragdes de glifosato sobre o sistema de defesa
antioxidante de M. rosenbergii sobreviventes ao ensaio de CL50, através da atividade das

enzimas Catalase, GST, GR e sobre o marcador de dano oxidativo LPO.

- Determinar os efeitos neurotoxicos de diferentes concentragdes de glifosato de M.

rosenbergii sobreviventes ao ensaio CL50, através da atividade colinesterase.

- Determinar o efeito do glifosato sobre o sistema de defesa antioxidante de M.
rosenbergii através do acompanhamento da atividade das enzimas antioxidantes Catalase,
GST, GR e sobre o marcador de dano antioxidante LPO, em ensaio de curto prazo, ao

longo de 24 horas de contaminacao.

- Determinar os efeitos neurotoxicos do glifosato em M. rosenbergii através do
acompanhamento da atividade da enzima colinesterase, em ensaio de curto prazo, ao

longo de 24 horas de contaminacéao.

2. JUSTIFICATIVA

Os agrotoxicos possuem o objetivo de eliminar determinados organismos,
prejudicando muitas vezes espécies que ndo seriam seu principal alvo, como € o caso dos
organismos aquaticos (PERSCH, 2015). O efeito da contaminacdo pelos agrotoxicos é
extremamente prejudicial aos organismos aquaticos. Constantino (2007) ressalta a
necessidade de pesquisas que relatem e determinem os reais efeitos que os agrotoxicos
causam aos organismos afetados.

Os contaminantes quimicos causam a mortalidade dos organismos que vivem em
meios aquaticos, se ligando a particulas suspensas, se depositam nos sedimentos de fundo

17



ou simplesmente sdo absorvidos por organismos, sendo detoxificados ou acumulados,
assim podendo prejudicar o sistema nervoso, osmorregulacdo, desenvolvimento e a
reproducéo de peixes (LANGIANO, 2006).

Conforme destaca Menezes (2010), o controle de plantas indesejaveis nas
lavouras e nos ecossistemas aquaticos, ¢ realizado com o uso de herbicidas, o que leva a
inimeros problemas que contaminam os ambientes. Outra condigdo que gera
contamina¢do do ambiente aquatico pelos produtos quimicos ¢ a aplicacdo destes
produtos em areas proximas aos recursos hidricos, bem como pelas enxurradas e

infiltracdo no solo (PEREIRA, 2012).

Segundo Moraes (2010), o uso de glifosato tem crescido devido ao aumento de
plantas transgénicas, havendo uma contaminacdo cada vez maior dos rios, lagos,
reservatorios e dos lencois freaticos pelos agrotoxicos. Pereira (2012) também relata que
os recursos hidricos localizados em areas rurais que fazem uso de agrotdxicos possuem
altas taxas de contaminacdo. Ja Sanchez (2015) considera que o glifosato é um produto
que apresenta alta toxicidade a inUmeros organismos, inclusive aqueles que ndo fazem

parte do seu objetivo de eliminac&o.

O aumento do cultivo continental de camardes de agua doce, principalmente em
areas rurais, revela a necessidade de identificacdo de qual a interferéncia que o glifosato

tem na sobrevivéncia, fisiologia e crescimento destes animais.

3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 CAMARAO DE AGUA DOCE

O camardo M. rosenbergii (gigante da malasia), é um crustaceo da familia dos
palemonideos, espécie nativa da Asia e da Austrélia, introduzida no Brasil em 1977. Tem
como principais caracteristicas morfoldgicas o corpo acinzentado, com tamanho variando
entre 23 a 33 centimetros, podendo chegar a 500 g de peso, contando com o segundo
pereidpode em forma de quela com coloracdo azulada (PINHEIRO e HEBLING, 1998).
Nos ultimos anos assumiu um papel fundamental para 0 aumento da producgédo de camarao

como fonte de proteinas na alimentacdo humana.

18



M. rosenbergii pertencente a macrofauna bentonica, se move com auxilio dos
apéndices ambulatérios (pereidpodos), utilizando para nadar os apéndices abdominais
(pleiopodes). Quando se sentem ameagados contraem muito rapido a musculatura
abdominal, nadando para tras muito rapido, também utiliza para esse movimento, o leque
caudal. A faixa de temperatura ideal para essa espécie se encontra entre 28 a 30 °C. Em
muitas situacdes de estresse como a falta de alimento, pode desencadear uma situacao de
canibalismo, entre 0s animais mais vulnerdveis, como por exemplo durante a troca de
carapaca (PINHEIRO e HEBLING, 1998). As principais estruturas do corpo do M.

rosenbergii podem ser observadas na figura 1.

Figura 1. Principais estruturas do M. rosenbergii.
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3.1.1 Demanda de Producéo

Atualmente no Brasil, o cultivo de camardes de dgua doce tem tido uma favoravel
expansdo ocorrendo um grande aumento na demanda pelo produto, com uma favoravel

organizacéo da cadeia produtiva (NEW, 2002).

Essa demanda aumentou a partir dos anos 90, onde ocorreu uma necessidade de
adquirir outras fontes de proteina animal. Esse fato tem contribuido para o aumento das

atividades aquicolas, incluindo a carcinicultura, vindo como alternativa de substitui¢éo
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de carne proveniente de outras atividades pecuérias. O cultivo de camarfes de agua doce
estd em rapido desenvolvimento, podendo gerar uma alta produtividade (HELDT et al.,
2012), sendo considerada atividade sustentavel, uma vez que gera lucro, causa pouco
impacto ambiental, além de gerar empregos e utilizar médo de obra familiar (NEW et al.,
2000; VALENTI, 2000, 2002).

Na regido da Cantuquiriguacu o cultivo de M. rosenbergii tem sido implantado
em alguns produtores em fase experimental, tendo-se obtido bons resultados tanto de
producéo quanto de retorno financeiro aos produtores, uma vez que o camaréo se adapta

bem a regido, exceto em periodos frios.

3.2 GLIFOSATO

3.2.1 Estrutura quimica

O glifosato, também conhecido como N-(fosfonometil)glicina é um herbicida p6s-
emergente, sistémico, ndo seletivo, hidrossolivel e de amplo espectro. A férmula
molecular do glifosato é C3HgNOsP, é um sélido cristalino, soltvel em agua, com
densidade de 0,5 g/cm3, sendo muito estavel na presenca de luz e de temperaturas acima
de 60 °C (AMARANTE JUNIOR et al., 2002). O glifosato foi sintetizado a partir da troca
de um hidrogénio aminico da glicina pelo radical metilfosfénico (COUTINHO et al.,
2005).

Como herbicida, o glifosato inibe competitivamente uma enzima critica da via do
chiquimato, a 5-enolpiruvilchiquimato-3-fosfato-sintase (EPSPS), essa enzima
desempenha um papel fundamental na biossintese do intermediario corismato, necessario
para a sintese dos aminoacidos fenilalanina, tirosina e triptofano (AMARANTE JUNIOR
et al., 2005).
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3.2.2 Uso de Glifosato para aumento de producao

Segundo Spadotto (2002), no Brasil em 2000 foram utilizados em média 174 mil
toneladas de herbicidas, onde a regido sul se destacou entre as regides que fazem uso com
38,9%, a regido centro-oeste com 29,9%, e a regido sudeste com 22,8%. Os estados que
mais utilizam herbicidas s&o o Parana com 18,5%, o Rio Grande do Sul com 16,8%, S&o
Paulo com 14,1%, Mato Grosso com 12,7%, Goias com 10,1%, Minas Gerais com 7,4%

e Mato Grosso do Sul com 7%.

O glifosato se encontra no mercado em concentracdes de 48%, utilizado em
quantidade aproximada de 5 L/ha. E um herbicida utilizado para controle de plantas
daninhas anuais e perenes, € muito utilizado em culturas de café, arroz, milho, soja, fumo,
pastagens, além de ser utilizado em culturas frutiferas como maca, péra, péssego, entre
outras. Também € indicado para o controle de plantas aquéaticas indesejaveis
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

Os herbicidas controlam as plantas indesejaveis em vérias fases, mas
principalmente no inicio do ciclo da cultura onde essas plantas acabam causando grandes
perdas de produtividade. Esses agrotoxicos sdo recomendados devido a diminuicdo de
custos que proporciona na mao de obra, na colheita e na secagem dos grdos (OLIVEIRA
JUNIOR, 2017). A contaminacdo do ambiente aquatico ocorre através do transporte pela
agua que infiltra e pelo movimento dessa agua no solo, a intensidade da &dgua da chuva
que gera enxurradas, pela acdo dos ventos e pela aplicacdo direta na agua para o controle
de macréfitas (ANNETT et al., 2014).

Segundo Coutinho et al., (2005) os agrotoxicos sdo utilizados em diversas culturas
para aumentar a producdo, mas acabam afetando outros organismos nao alvos desses
produtos quimicos. O mesmo autor cita também que o Glifosato esta entre os produtos
mais utilizados no mundo. Uma vez que no Brasil sdo utilizadas diversas substancias
quimicas nas lavouras, surge a importancia de pesquisas sobre os danos que essas

substancias causam no ambiente, nos animais e nas pessoas.
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3.2.3 Efeitos Toxicos

Os herbicidas, assim como os agrotdxicos em geral, durante sua utilizacdo acabam
entrando em contato com o0 ambiente aquatico. Agem nos organismos aquaticos causando
efeitos subletais ou podendo causar a morte, sendo que esses impactos variam muito com
tipo do ambiente afetado, com organismos que vivem nesses locais e com substancias
quimicas contaminantes (MODESTO, 2009). Oliveira Junior (2017) afirma que
atualmente os novos herbicidas tem um teor tdxico menor para 0s seres humanos e meio
ambiente, mas mesmo assim continuam surgindo casos de problemas de salde humana
causados por agrotoxicos. De maneira geral, essas substancias ndo permanecem no
ambiente por um tempo indefinido, mas o tempo que permanecem ja sdo capazes de

causar grandes problemas.

Guimardes (1987) afirma que os principais parametros utilizados para determinacao
da toxicidade dos herbicidas no ambiente, vao desde o efeito causado nos peixes, animais
e micro-organismos aquaticos até a quantidade de produto que foi utilizado. Para
determinar os efeitos causados por agrotdxicos Constantino (2007) considera a
importancia do estudo envolvendo os bioindicadores, que viriam a ser uma forma de
identificar os efeitos causados pelos agrotdxicos. Os bioindicadores sdo determinados
através de diversos niveis, entre eles os bioquimicos, gerando os primeiros efeitos que

podem ser observados nos organismos.

Os animais aquaticos apresentam sensibilidade elevada ao glifosato e aos seus
componentes, pois este composto inibe algumas fungdes enzimaticas, causa problemas
crénicos no nascimento em periodos de grande exposic¢do, assim como apresenta grande
toxicidade para bactérias e fungos (AMARANTE JUNIOR et al., 2002).

3.3 COLINESTERASE

Um dos biomarcadores mais estudados em casos de contaminagao por agrotoxicos
é a atividade da acetilcolinesterase (MODESTO, 2009) ou a butirilcolinesterase (BChE)

(STURM et al., 1999).
22



A acetilcolina é produzida no citoplasma das terminacfes nervosas e que atua
como neurotransmissor no sistema nervoso central e periférico. A acetilcolina (ACh) é
sintetizada nos terminais axonais a partir da colina e da acetil coenzima A, numa Unica
reacao enzimatica, catalisada pela enzima colina-acetiltransferase. A reacdo produz
acetilcolina e libera coenzima A. A acetilcolina fica armazenada em vesiculas localizadas
nos neurdnios pré-sinapticos até ocorrer estimulo para que possa ser liberada na fenda
sinaptica, a ACh se liga ao receptor pos-sinaptico gerando a informagdo e assim que a
informacao é transmitida a molécula de ACh se desliga do receptor pos-sinaptico e volta
a fenda sinaptica passando por hidrdlise catalisada pela AChE, formando acido aceético e
colina que serdo absorvidas pelo neurdnio pré-sinptico e utilizadas para nova formagao
do neurotransmissor (ARAUJO et al., 2016).

Quando a ACh é liberada pelos neur6nios da placa motora, estimula as células
musculares esqueléticas. No SNC, os sistemas acetilcolinérgicos existem
no cerebelo, sistema reticular ascendente, talamo e cortex cerebral, com atividades
excitatorias e inibitorias (GOODMAN, GILMAN, 2005; MOTA et al., 2012). No sistema
nervoso periférico a acetilcolina controla os impulsos nervosos, os batimentos cardiacos,
a dilatacdo dos vasos sanguineos e contracdo dos masculos, ja no sistema nervoso central

é responsavel pelo controle motor, cogni¢do e memoria (PETRONILHO et al., 2011).

Para que exerca sua funcdo corretamente, a acetilcolina, bem como os demais
neurotransmissores, deve ser removida ou inativada de acordo com as demandas de tempo
para cada resposta sinaptica especifica pretendida. Para tanto atua nesse processo a
enzima acetilcolinesterase, que catalisa a hidrélise da acetilcolina, liberando colina no
liguido extracelular. Esta enzima, abundante na fenda sinédptica tem a funcdo de
rapidamente eliminar a acetilcolina liberada na sinapse. Dessa forma, essa enzima é capaz
de modular a intensidade da resposta sinaptica (GOODMAN, GILMAN, 2005), sendo
importante para estudos relacionados a doenca de Alzheimer e a diversas intoxicagdes
por compostos quimicos (PETRONILHO et al., 2011). A deteccéo do produto da reacao
das colinesterases é considerada como um excelente parametro para marcacdo da
presenca de organofosforados e carbamatos no ambiente, assim como do efeito

neurotoxico deste composto (STURM et al., 1999).
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3.4 ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres formam-se no metabolismo celular, em grande quantidade
provocam oxidacdo de moléculas biologicas, a oxidacdo faz parte do metabolismo
celular, os radicais livres sdo formados naturalmente, e sdo conhecidos como ERO
(espécies reativas de oxigénio) (DUDA, 2013). A producdo dos EROs estd ligada a
contaminacdo do ambiente, sdo gerados no metabolismo da célula pela transferéncia de
elétrons da respiracdo mitocondrial (TRIVELLA, 2006). As enzimas antioxidantes atuam
em reagdes quimicas neutralizando espécies reativas de oxigénio no interior das celulas,
impedindo possiveis danos (FERREIRA, 2010).

Dafre (2012) afirma que as andlises bioquimicas sdo utilizadas como
bioindicadores de exposicdo ou efeito e que enzimas antioxidantes sdo muito utilizadas.
Vérios contaminantes podem causar a formacdo de ERO, que interagem com lipideos,
proteinas e DNA, afetando suas estruturas e fungdes. O organismo se defende através de
defesas antioxidantes, formadas pela defesa enzimatica e ndo enziméatica. Na defesa
enzimética, as enzimas glutationa peroxidase (GPx), catalase (CAT), superoxido
desmutase (SOD) glutationa redutase (GR) e a glutationa-S-transferase (GST) catalisando
reacOes que neutralizam as EROs. Conforme afirma Barbosa (2010), estas enzimas
participam do sistema de defesa, agindo através da prevencao, evitando a geracdao de

radicais livre e ndo-radicais, que provocam efeitos oxidativos.

Na defesa ndo enzimatica, vias metabdlicas ou a dieta garantem a oferta de
moléculas que atuam neutralizando as EROs, tais como glutationa reduzida (SANCHEZ,
2015; DUDA, 2013). Quando esses componentes de defesa ndo conseguem combater as
EROs, é estabelecido o estresse oxidativo, podendo ocorrer inativagdo enzimatica, dano
ao DNA, peroxidacdo lipidica e morte celular (MODESTO, 2009). Na peroxidacéo
lipidica (LPO) a reacdo dos lipideos de membrana com os EROs, danifica as membranas
celulares, prejudicando a funcionalidade das células (SANCHEZ, 2015). Um dos
primeiros danos causados ao organismo na presenca de substancias contaminantes € a
peroxidacdo lipidica ou lipoperoxidacgdo (LPO) (PIANCINI, 2015).

A SOD, catalisa a conversdo do anion superoxido em peréxido de hidrogénio
(SANCHEZ, 2015). A catalase & uma enzima encontrada nos peroxissomas de células
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aerobias, estando presente em maior quantidade no figado, rins e eritrocitos (FERREIRA,
2010). A CAT e a GPx atuam para evitar a acumulacdo de perdxido de hidrogénio no
organismo. Para sua atividade, a GPx utiliza a GSH tornando-a oxidada (GSSG)
(BARREIROS et al., 2006). A CAT catalisa a quebra do hidrogénio em agua e oxigénio
(MODESTO, 2009; SOUZA, 2010).

A GST (Glutationa-S-transferase), tem como funcdo a detoxificacdo de
substancias toxicas. A enzima catalisa a ligacdo da GSH (glutationa reduzida) com
moléculas xenobiodticas, tornando-as menos tdxicas, mais sollveis em agua e mais
degradaveis (TRIVELLA, 2006; COGO et al., 2009; FERREIRA, 2010; FIGUEIREDO,
2016; MODESTO, 2009) pela conjugacdo de moléculas organicas, com um centro
eletrofilico reativo, com o grupo tiol do tripeptideo glutationa na forma reduzida (GSH)
(TRIVELLA, 2006). Menezes (2010), afirma a importancia da GST em desintoxicar as

células contaminadas com herbicidas.

A GR catalisa a reducdo da GSSG, regenerando GSH e com isso garantindo a
manutencdo da defesa antioxidante e de detoxificacdo com base na GSH (FERREIRA,
2010; MODESTO, 2009).

3.5CL 50

A CL50 é um teste de toxicidade aguda usado para avaliar a exposicdo a
compostos/substancias quimicas. A CL 50 é a concentracdo estimada do produto que
causa a morte de 50% dos individuos testados (ANVISA, 2016). Os testes de toxicidade
aguda tém duracdo de 96 horas onde os organismos testados ficam expostos ao produto
contaminante. Na maioria das vezes esses testes apresentam resultados rapidos, tendo o
objetivo de determinagdo da Concentragdo Letal Média (CL50) (LOMBARDI, 2004 apud
ALBINATI, 2007).

4. METODOLOGIA
4.1 ENSAIO CL 50 DE EXPOSICAO AO GLIFOSATO

4.1.1 Sistema
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Para o ensaio de CL50 de camardo com glifosato foi montado um sistema no
laboratdrio de patologia da UFFS, campus Laranjeiras do Sul, onde foram selecionados e
pesados 70 juvenis de camardo M. rosenbergii, com peso médio de 0,493 + 0,148 g,
distribuidos em 15 grupos, aclimatados em aquarios de 4 L, mantidos em ambientes
individualizados (copos plasticos de 300 mL perfurados e recobertos com tela), para

impedir o canibalismo caracteristico da espécie (figura 2).

Figura 2. Montagem do Sistema para o ensaio de CL 50

Fonte: A Autora, 2017

Os animais foram divididos em 5 tratamentos: O (controle), 10 mg/L, 50 mg/L,
100 mg/L e 150 mg/L de glifosato, em triplicata. Os aquéarios foram selecionados
aleatoriamente, numerados e identificados conforme o tratamento. Durante a aclimatacéo
foi renovada 30% da agua dos aquérios e ofertada racdo 40% de proteina bruta,
diariamente. Durante o periodo de ensaio (96 horas - 5 dias) foi realizada renovacdo diaria
de 30% de agua, com a mesma concentragdo de glifosato, porém os animais nao foram
alimentados. Durante o periodo de ensaio foram registradas as mortes dos individuos de
cada tratamento bem como realizado o acompanhamento de parametros de qualidade de
agua encontrando valores de temperatura 27,48°C (+ 0,59), oxigénio 5,97 mg/L (+ 0,51),
amonia 0,027 mg/L (x 0,005) e pH 8,07 (x 0,21).

Ao final do ensaio 0o nimero de mortes por tratamento foi utilizado para realizar a

estimativa da CL50 através de sistema de analise PROBIT.

Apbs o periodo do ensaio, foram realizadas coletas de animais sobreviventes, em
gelo, pesados e coletados os tecidos do hepatopancreas e musculo. Os tecidos foram
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embebidos em tampdo PBS 7,2, mantidos em gelo, pesados e transferidos para
microtubos, sendo congelados em temperatura de -85 °C em ultrafreezer. Para este ensaio
foi realizado a analise de proteina, colinesterase, catalase, LPO, GST e GR do

hepatopancreas e do musculo.

42 MONTAGEM DO ENSAIO DE EXPOSICAO DE CURTO PRAZO AO
GLIFOSATO

O sistema foi montado utilizando 12 aquarios de 4 L. Os 48 camardes com média
de 1.156 + 0,501 g. foram dispostos em 12 grupos de 4 animais em copos plasticos de
300 mL, com pequenos furos que possibilitaram a passagem de agua livremente entre os
copos. Os aquarios foram distribuidos aleatoriamente em 2 grupos experimentais, 0
(controle) e 100 mg/L de glifosato. Os animais foram aclimatados por um periodo de 3
dias, apos foi realizada a contaminacdo dos aquarios com glifosato. Foram realizadas
coletas de 6 animais controles e 6 animais contaminados com glifosato em periodos de 2,

6, 9 e 24 horas apds a contaminacao.

Em cada periodo do ensaio os animais foram pesados, eutanaziados em gelo e
coletado os tecidos do hepatopancreas e do muasculo. Os tecidos foram pesados,
transferidos para microtubos e armazenados em ultrafreezer em temperatura de -85 °C.
Para este ensaio foi realizado a andlise de proteina, colinesterase, catalase, LPO, GST e

GR do hepatopancreas e do musculo.

4.3 ANALISES BIOQUIMICAS

4.3.1 Preparo das Amostras

Para o preparo das amostras de tecidos, os mesmos foram homogeneizados em
tampdo PBS pH 7,2 (1:10 p/v), em banho de gelo. A seguir, as amostras foram
centrifugadas por 10 minutos, a 11093 xg, a 4 °C (figura 3). O sobrenadante foi recolhido,

separado em aliquotas e congelado para as analises posteriores.
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Figura 3. Centrifuga utilizada no processo de Preparo das Amostras

Fonte: A Autora, 2017.

4.3.2 Metodologias das andlises bioquimicas

4.3.2.1 Proteina

As andlises de proteina, LPO e enzimas foram realizadas em microplaca (figura
05), com incubacéo em banho-maria e leitura em espectofotdmetro de microplaca (figura
04). A determinacdo da concentracdo de Proteina foi realizada para o calculo normalizado
das demais andlises. Proteinas totais dos tecidos foram determinadas pelo método de
Bradford (1976).

4.3.2.2 Colinesterase

A andlise da atividade da enzima colinesterase foi realizada por meio do método
de Ellman et al., (1961), através da reacdo continua do tiol com o ion 5:5-ditiobis-2-
nitrobenzoato para produzir o &nion de coloracdo amarelada do acido 5-tio-2-
nitrobenzoico. A anélise foi realizada em triplicata, em 300 pL de solugédo contendo 0,05
mM de 4acido 5,5'-Ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB) e 1,5mM de Acetiltiocolina (ATC)
e 50 pL de amostra. A reacao foi acompanhada, em comprimento de onda de 415 nm por

3 minutos. Foi calculada a atividade da colinesterase em relacdo a concentragdo de
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proteina (mg/mL), usando o coeficiente de extingdo molar do DTNB (1,36mM=2.cm™). A
quantificacdo da proteina foi calculada a partir da amostra bruta e a leitura realizada a

22°C. Os resultados foram expressos em nmol.min™.mg proteina™.

4.3.2.3LPO

A LPO foi realizada pelo método de TBARS (FEDERICI, 2007), realizando
comparacgdes de absorbancia com curvapadrdo de Malondialdeido (MDA), principal
subproduto de peroxidacao lipidica celular. O MDA é produto da lipoperoxida¢éo in vivo,
reage com diversos compostos mensurados espectrofotometricamente, para sua
determinacdo usa-se o &cido tiobarbitdrico (TBA) para a reacdo, que é baseada em 1
molécula de MDA com 2 moléculas de TBA, com eliminacdo de 2 moléculas de &gua,
resultando em um pigmento rosa com absor¢do de 535 nm (FEDERICI, 2007). Para
preparacdo da amostra foi utilizado microtubo onde foi pipetado 60 puL de amostra, em
seguida foi acrescentado 120 pL de acido tricloroacético (TCA) 10%, deixado em banho
de gelo por 5 minutos e centrifugado por 5 minutos a 12000 xg a 4 °C. Posteriormente
para o ensaio da dosagem das substancias reativas ao acido tiobarbitarico (TBARS), 40
puL do sobrenadante, assim como de diferentes concentracdes de MDA (curva) foram
adicionados em microplaca, em triplicata, meio de reacdo contendo 21,42 mM de TBA,
17,86 mM de NaOH (utilizado para solubilizagcdo do TBA), 0,73 M de TCA, 0,032mM
de BHT, etanol 3% (utilizado para solubilizacdo do BHT) em PBS. A leitura da reagéo
foi realizada a 22°C, apds 60 minutos de incubagdo a 60°C, em uma absorbancia de 535
nm. Os resultados da peroxidacdo lipidica foram expressos em nmol de MDA.mg de

proteina.

4.3.2.4 Catalase

A atividade da Catalase (CAT) foi determinada pelo decréscimo da absorbancia a
240nm (Aebi, 1984), a partir do principio de dismutacéo do perdxido de hidrogénio em

oxigénio e agua, cujo coeficiente de extingdo molar é de 40 M™.cm™. As triplicatas foram
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realizadas em placas UV com 96 pocos de 300 pL, composto de meio de reacdo com
concentrag0es finais de 13,5mM de H202, 50mM de TRIS-HCI pH 8,0 e 0,25 mM de
EDTA e 15 pL de amostra. A reacdo foi acompanhada por 2 minutos. Os resultados da
atividade da enzima catalase foram expressos em mMol de peroxido de hidrogénio

degradado.min™.mg de proteina™.

4.3.2.5 Glutationa transferase (GST)

O principio da atividade da Glutationa transferase (GST) é baseado no CDNB que
é metabolizado pela GST conjugando a GSH, com aumento de absorbancia em 340 nm.
No ensaio a GST catalisa a conjugacdo da GSH com o substrato sintético 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) que produz um conjugado que é detectado em 340nm, onde a
atividade enzimaética é proporcional a velocidade de producdo do composto conjugado
(HABING et al., 1976). O ensaio foi realizado em triplicata, em microplaca UV, O meio
de reacdo apresentou concentracdes finais de 0,94 mM de CDNB, 0,94 mM de GSH e 10
pL de amostra. A leitura foi realizada a 22°C e acompanhada por leitura cinética em 340
nm, por 4 minutos com intervalo de 10 segundos. O coeficiente de extingdo molar do
conjugado GSH/CDNB ¢ 9,6 mM™.cm™ e a unidade foi expressa em mM=*.min"t.mg.

proteina™.

4.3.2.6 Glutationa redutase (GR)

No principio da glutationa redutase (GR), a glutationa oxidada (GSSG) é colocada
no meio de reacdo logo apos verificar-se sua reducdo (GSH), mediante acdo da GR com
oxidacdo do NADPH, o ensaio é uma medida indireta em registrar a diminuigéo
(consumo) do NADPH em absorbéancia de 340 nm (CALBERG et al., 1985).0 ensaio da
Glutationa redutase foi realizado em triplicata, em microplaca UV, o0 meio de reagéo
apresentou concentragodes finais de 0,138 mM de NADPH, 3,81 mM de GSSG e 3,75 mM
de EDTA e 10 pL de amostra. A reacdo foi realizada a 22°C, a leitura cinética teve

duracdo de 8 minutos com intervalos de 10 segundos em 340 nm. O coeficiente de
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extingdo molar do NADPH € 6,22 mM™.cm™. A unidade foi expressa em nmol.mint.mg

de proteina™.

Figura 4. Banho Maria e Leitora de Microplaca

Fonte: A Autora, 2017.

Figura 5. Esquema para microplaca

Fonte: A Autora, 2017.
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4.3.3 Analises Estatisticas

Os resultados das andlises bioguimicas dos ensaios CL50 e 24 horas, foram
analisados no programa de estatistica InStat Graph pad versdo 3.01, onde diferencas
significativas foram consideradas para p<0,05. Foi realizado teste de homocedasticidade
por Bartlett e normalidade por Kolmogorovand Smirnov demonstrando que a variancia
dos grupos foi semelhante e que ha distribuicdo normal dos dados. Posteriormente foi
realizado teste de variancia por anova e em analises com diferencas significativas o pds

teste de tukey.

5. RESULTADOS

5.1 ENSAIO CL 50

Foi observado efeito do glifosato sobre a sobrevivéncia dos animais submetidos
as diferentes concentragdes do composto ao longo das 96 horas de ensaio. Nao foi
observado morte de animais do grupo controle. Foi observado 100% de morte em animais
submetidos a 150 mg/L de glifosato e porcentagens parciais de morte foram observadas
nos grupos submetidos as demais concentracdes do composto. A figura 8 representa o
registro do nimero de mortes nos grupos experimentais submetidos as diferentes

concentragdes 0 (controle), 10, 50, 100 e 150 mg/L de glifosato no periodo de 96 horas.

Figura 6. Registro de nimero de mortes e porcentagens finais de mortes, nos diferentes

grupos experimentais durante 96 horas de Ensaio de CL50.
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Ag mg.L 24 horas 43 horas 72 horas 96 horas hAortes Percentil

All-a ] 0 0 0 0 0 0,00 %
Al2-a 1] 0 0 0 0 0 0,00%
All-b 0 0 0 0 0 0 0,00%%
A3 10 0 0 0 0 0 0, 00%%
AQ 10 0 0 0 0 0 0, 00%%
AlD 10 0 1 0 1 2 66.67%
A4 30 0 o 0 0 0 0,00%%
Ab 30 L] 4 0 0 4 80 0025
AT 50 0 3 0 0 3 15 00%%
A2 10y 3 ] 1 1 3 71.43%
AS 10y 1 2 1 0 4 30, 00%%
Al3 10 1 0 3 1 3 100, 0055
Al 130 L] 1 2] 1 3 100,00%%
A8 150 0 4 ns ns 4 100,00 %%
Al4d 130 2 0 2] ns 3 100, 00%

A partir dos valores de mortes acumuladas foram estimados os valores de CL50
dos periodos de 48 horas (125,63 mg/L), 72 horas (68,38mg/L) (figura 9) e 96 horas
(52,52 mg/L).

Figura 7. Estimativa da curva probit, no periodo de 72 horas

Curva PROBIT do experimento para estimar a CL-50 da exposic3o ao GLIFOSATO por 72 horas

Estima-se por Probit que 50% de mortantande € atingido com aproximadamente 68 unidades de concentracBo para 72 horas de exposiclo
Estima-se por Probit que 95% de mortandade € obtida em 72 horas de exposicdio 8 uma concentragdo de 120 unidades.

Fonte: Santos, 2017

5.1.1 Colinesterase em hepatopancreas e Musculo Ensaio CL 50

Foi realizada a analise da atividade da colinesterase em hepatopéancreas e musculo
dos camardes sobreviventes a exposicdo em concentragcdes de 0, 10, 50, 100 mg/L

glifosato ao final do ensaio de CL50. Como pode ser observado nos graficos 1 e 2, ndo
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ocorreu alteracdo significativa da atividade da colinesterase no hepatopancreas
(p=0,3621) e no musculo (p=0,0938) entre os grupos do ensaio da CL50. Porém foi
observado que os animais contaminados com glifosato apresentaram variagdo de
comportamento, ocorrendo tendéncia a imobilizacdo, com perda de equilibrio e em alguns
casos paralisia ao longo do periodo de 10 horas, com retorno ao comportamento normal

apos 24 horas.

Gréafico 1 — Atividade da Colinesterase em Hepatopancreas de M. rosenbergii submetidos
a ensaio de CL50, em concentrac@es de 0, 10, 50, 100 mg/L de glifosato no periodo de

96 horas, as barras correspondem a média e desvio padrao.
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Fomte: A Autora, 2018,

Gréfico 2 — Atividade da Colinesterase em Musculo de M. rosenbergii submetidos a
ensaio de CL50, em concentracdes de 0, 10, 50 e 100mg/L de glifosato no periodo de 96

horas, as barras correspondem a média e desvio padrao.
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Fomte: A Autora, 2018,

5.1.2. LPO em Hepatopancreas e Musculo Ensaio CL50

No ensaio da CL 50, com M. rosenbergii submetidos a concentracdes de glifosato
de 0, 10, 50 e 100 mg/L realizada analise da LPO em hepatopancreas (Grafico 3) e
musculo (Grafico 4), ndo ocorreu variacdo significativa entre 0s grupos experimentais e
os controles, em hepatopancreas (p=0,8625), ja& no musculo apesar de ndo ter ocorrido
variacdo significativa (p=0,1036), se observou valores elevados de média entre 0s grupos
controle e 10 mg/L de glifosato, quando comparados com os tratados de 50 e 100 mg/L

de glifosato.

Gréafico 3 — LPO em Hepatopancreas de M. rosenbergii submetidos a ensaio de CL50 em
concentragfes de 0, 10, 50, 100 mg/L de glifosato no periodo de 96 horas, as barras

correspondem a média e desvio padrao.
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Fomte: A Awtora, 2018,

Gréafico 4 — LPO em Musculo de M, rosenbergii submetidos a ensaio de CL50 em
concentragfes de 0, 10, 50, 100 mg/L de glifosato no periodo de 96 horas, as barras

correspondem a media e desvio padrdo.
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Fomte: A Autora, 2018

5.1.3 Catalase em Hepatopéancreas e Musculo Ensaio CL50

No ensaio CL50 com contaminagdo de M. rosenbergii com glifosato em
concentragdes de 0, 10, 50 e 100 mg/L, ndo houve variagéo significativa na atividade da
Catalase em hepatopancreas com p=0,6106 (Grafico 5) e musculo com p=0,1763 (Grafico
6).
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Gréafico 5 - Atividade da Catalase em Hepatopancreas de M. rosenbergii submetido a

ensaio CL 50 em concentracGes de 0, 10, 50, 100 mg/L de glifosato no periodo de 96

horas, as barras correspondem a média e desvio padréo.

mg de prot el na!
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ntroke JUMEL

Fonte: A Autora, 2018,

Gréfico 6 -Atividade da Catalase em Musculo de M. rosenbergii submetidos a ensaio de

CL50 em concentracGes de 0, 10, 50, 100 mg/L de glifosato no periodo de 96 horas, as

barras correspondem a média e desvio padrao.
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Fonte: A Autora, 2018,
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5.1.4 GST em Musculo Ensaio CL50

Em ensaio CL50 de contaminacdo de M. rosenbergii com glifosato em
concentragdes de 0, 10, 50 e 100 mg/L, foi realizada analise da atividade da enzima GST
em musculo (Grafico 7), ocorrendo variacdo significativa entre os grupos experimentais
(p=0,0369). Os animais contaminados com 10 mg/L de glifosato apresentaram reducéo
da atividade da enzima GST, porém os grupos de contaminacgédo de 50 mg/L e 100 mg/L

mantiveram atividade enzimatica semelhante ao controle (p <0,05).

Gréfico 7 — Atividade da GST em Musculo de M. rosenbergii submetidos a ensaio de CL
50 em concentracdes de 0, 10, 50, 100 mg/L de glifosato no periodo de 96 horas, as barras
correspondem a média e desvio padrdo e 0s grupos experimentais com letras diferentes

indicam diferencas estatisticas com p < 0,05.

2 0035 ab

Fonte: A Autora, 2018,

5.1.5 GR em Musculo Ensaio CL 50

Em ensaio CL50 com M. rosenbergii contaminado com glifosato em
concentragdes de 0, 10, 50 e 100 mg/L, foi realizada anélise da atividade da enzima GR
em musculo (Gréafico 8), ndo ocorrendo variagéo significativa entre os grupos controle e

experimentais com p=0,7183.
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Gréafico 8 — Atividade da GR em Musculo de M. rosenbergii submetidos a ensaio de CL
50 em concentrages de 0, 10, 50, 100 mg/L de glifosato no periodo de 96 horas, as barras

correspondem a media e desvio padréo.

nmol min b mg! de proteina

Controle 10mg/L 50mg/L 100mg/L

Fonte: A Autora, 2018.

i

5.2 Ensaio Curto Prazo

No ensaio de 24 horas de contaminacdo de camardes com glifosato (100 mg/L)
ndo foi observado morte de animais. No periodo de 2 horas foi percebido agitacdo entre
0s animais submetidos ao glifosato. Em 6 horas apds a contaminacgéo foi observado que
alguns animais apresentaram perda de equilibrio e paralisia, em 9 horas observou-se a
manutencdo da paralisia, ja em 24 horas de contaminacdo os animais submetidos ao

composto apresentavam nivel de atividade semelhante ao controle.

5.2.1 Colinesterase em Hepatopancreas e Musculo Ensaio Curto Prazo

Em ensaio de 24 horas com M. rosenbergii contaminado com glifosato na
concentracdo de 100 mg/L, foi realizada anélise da atividade da enzima colinesterase em
hepatopéncreas (Gréfico 9) e musculo (Gréafico 10). Em hepatopéncreas houve variagdo

significativa entre os grupos experimentais (p< 0.0001). Foi observado reducdo da
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atividade da colinesterase nos grupos contaminados com glifosato, nos tempos de 2 h (58,
27 % de inibicdo), 6 h (81,96 % de inibicdo) e 9 h (22,49 % de inibicdo) de contaminacéo,
em comparagao com 0s grupos controles dos mesmos periodos de ensaio, porém em 24
horas de contaminacao, a atividade enzimatica dos animais contaminados apresentou o
mesmo nivel observado nos animais do grupo controle. N&o foi observada variacdo da
atividade da enzima nos grupos controles ao longo das 24 horas de ensaio, porém
observou-se variagdo da atividade da enzima nos grupos contaminados ao longo do
tempo, ocorrendo reducdo da atividade ao longo do tempo de contaminacéo até 6 horas e
aumento da atividade da enzima, dependente do tempo, até 24 horas, com variacdo
significativa entre os tempos de 2 e 6 horas em relacdo ao grupo contaminado 24 horas.
Os animais analisados apds 9 horas de ensaio apresentaram valores de atividade
enzimatica intermediaria. Em musculo ndo ocorreu variacdo significativa entre os grupos
experimentais e controle entre os periodos de analise, porém houve diferenca significativa

entre experimentais e controle 2 horas e controle 6 horas (p=0,0324).

Gréafico 9 — Atividade da Colinesterase em Hepatopancreas de M. rosenbergii submetidos
a ensaio de curto prazo: concentracdo de 100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas,
as barras correspondem a média e desvio padrdo, os asteriscos indicam variacdo
significativa (p < 0,05) entre grupo controle e contaminado do mesmo periodo e letras
diferentes indicam diferencas significativas entre grupos experimentais ao longo do

tempo.

Fonte: A Autora, 2018,
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Gréafico 10 — Atividade da Colinesterase em Musculo de M. rosenbergii submetidos a
ensaio de concentracdo de 100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas, as barras

correspondem a meédia e desvio padro.
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Fonte: A Autora, 2018

5.2.2 LPO em Hepatopancreas e Musculo Ensaio Curto Prazo

Em ensaio de 24 horas com M. rosenbergii contaminado com glifosato na
concentracdo de 100 mg/L, foi realizada andlise da LPO em hepatopancreas (Grafico 11)
ndo ocorrendo variacdo significativa entre 0s grupos experimentais e controle em cada
tempo de analise, assim como ndo foi identificado variacdo dentro dos grupos controles
e contaminados com glifosato ao longo do tempo (p=0,9557). Em musculo (Gréfico 12)
também ndo ocorreu variacdo significativa entre os grupos experimentais e controle (p
=0,4685).

Gréfico 11 — LPO em Hepatopancreas de M. rosenbergii submetidos a ensaio de
concentracdo de 100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas, as barras correspondem a

média e desvio padréo.
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Gréfico 12 - LPO em Musculo de M. rosenbergii submetidos a ensaio de concentracgao de
100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas, as barras correspondem a média e desvio

padréo.
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Fomte: A Awtora, 2018,

5.2.3 Catalase em Hepatopancreas e Musculo Ensaio Curto Prazo

Em ensaio de 24 horas com M. rosenbergii contaminado com glifosato na
concentracdo de 100 mg/L, foi realizada analise da atividade da enzima catalase em

hepatopéncreas (Grafico 13) e musculo (Grafico 14). Em hepatopéancreas houve variagdo
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significativa entre os grupos experimentais (p=0,0092). N&o ocorrendo variacdo na
atividade da catalase do grupo controle ao longo dos tempos de anélise do ensaio, porém
nas primeiras 2 horas houve aumento da atividade da catalase dos animais submetidos ao
glifosato em relacdo ao controle no mesmo periodo de ensaio, retornando aos niveis
semelhantes ao controle nos demais tempos de andlise. J& em musculo ndo ocorreu

variacao significativa entre os grupos experimentais e controle com p=0.1763.

Gréafico 13— Atividade da Catalase em Hepatopancreas de M. rosenbergii submetidos a
ensaio de curto prazo: 100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas, as barras
correspondem a média e desvio padréo, o asterisco representa diferenca significativa entre

0 grupo contaminado e controle do mesmo periodo de ensaio.

Fonts: A Awutora, 2018,

Gréafico 14— Atividade Catalase em Musculo de M. rosenbergii submetidos a ensaio de
curto prazo: 100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas, as barras correspondem a

média e desvio padréo.
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Fonte: A Autora, 2018,

5.2.4 GST em Hepatopéancreas e Musculo Ensaio Curto Prazo

Em ensaio de 24 horas com M. rosenbergii contaminado com glifosato na
concentracdo de 100 mg/L, foi realizada analise da atividade da enzima GST em
hepatopancreas (Grafico 15) e musculo (Grafico 16). Em hepatopancreas houve variagdo
significativa entre os grupos experimentais (p<0,0001). N&o ocorreu variacdo na
atividade da GST entre os grupos controles ao longo dos tempos de analise do ensaio,
porém houve aumento da atividade da GST dos animais submetidos ao glifosato em

relacdo ao controle no mesmo periodo de ensaio, nos tempos de 2, 9 e 24 horas.

No musculo houve variacdo significativa entre 0s grupos experimentais (p =
0,0040). As médias de atividades da GST foram maiores em todos 0S grupos

contaminados em relacdo aos controles.

Gréfico 15— Atividade da GST em Hepatopancreas de M. rosenbergii submetidos a ensaio
de curto prazo: 100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas, as barras correspondem a
média e desvio padrdo. Os asteriscos representam variacdes significativas entre o grupo

controle e o grupo contaminado do mesmo periodo.
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Fonte: A Autora, 2018,

Gréafico 16 — Atividade da GST em Musculo de M. rosenbergii submetidos a ensaio de

curto prazo: 100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas, as barras correspondem a
média e desvio padréo.
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Fonte: A Autora, 2018.

5.2.5 GR em Hepatopancreas e Musculo Ensaio Curto Prazo

Em ensaio de 24 horas com M. rosenbergii contaminado com glifosato na

concentracdo de 100 mg/L, foi realizada andlise da atividade da enzima GR em
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hepatopancreas (Grafico 17) e masculo (Gréafico 18), ndo havendo variagéo significativa
entre 0s grupos experimentais e controle em cada tempo de analise, assim como néo foi
identificado variacdo dentro dos grupos controles e contaminados com glifosato ao longo

do tempo, obtendo um p=0,1921 em hepatopancreas e p=0,2464 em musculo.

Gréfico 17 — Atividade da GR em Hepatopancreas de M. Rosenbergii submetidos a ensaio
de curto prazo: 100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas, as barras correspondem a

média e desvio padréo.
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Fomte: A Autora, 2018,

Gréafico 18 — Atividade da GR em Mdsculo de M. rosenbergii submetidos a ensaio de
curto prazo: 100 mg/L de glifosato no periodo de 24 horas, as barras correspondem a

média e desvio padréo.
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Fomte: A Autora, 2018,
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6. DISCUSSAO

Foi observado efeito do glifosato, dependente da concentracdo e do tempo de
contaminacéo, sobre a sobrevivéncia de camardes da especie M. rosenbergii submetidos
as diferentes concentragGes do composto ao longo das 96 horas de ensaio. Houve uma
reducdo da CL50 com o aumento do tempo de exposicdo dos animais, 125,63 mg/L,
68,38mg/L e 52,52 mg/L, em 48, 72 e 96 horas, respectivamente. Esta diminuicdo da
CL50 ao longo do tempo esta relacionada a perda de capacidade de adaptacéo fisiologica
dos animais a presenca do contaminante, reduzindo, com isso, a capacidade de resisténcia
dos animais ao glifosato e, portanto, aumentando a probabilidade de morte.

Poucas informacdes sobre o efeito letal do glifosato em crustaceos, sao
encontradas na literatura. Porém ensaios de CL50 em peixes demonstram grande
variabilidade de sensibilidade ao composto, dependente da espécie estudada. lguchi
(2012), estudou a contaminacdo por glifosato do peixe Geophagus brasiliensis,
determinando a CL50 96 horas, como sendo de 1,8 mg/L. Em bagre prateado (Rhamdia
quelen), os autores estimaram a CL50, 96 horas do glifosato em 0,73 mg/L (KREUTZ et
al., 2010). Em Poecilia reticulata, a CL50, 96 horas, foi estimada em 5,39 mg/L em 12
horas, 4,10 mg/L em 24 horas, 3,12 mg/L em 48 horas, 2,92 mg/L em 72 horas e 2,71
mg/L em 96 horas (SOUZA-FILHO, 2011). Para Prochilodus lineatus (curimba), foi a
CL50 estimada foi de 20,84 mg/L em 6 horas, 17,32 mg/L em 24 horas e 13,69 mg/L em
96 horas (LANGIANO, 2006). Em Prochilodus lineatus, a CL50, 96 horas foi de 13,96
mg/L (LANGIANO e MARTINEZ, 2008). O trabalho realizado por Bastos (2013),
avaliou a toxidade do glifosato em cultivo de pds-larvas de Jundia determinando a
concentracdo efetiva mediana (CEso) de 0,9 mg/L. Em larvas de anfibios CL50 de 16 dias
de glifosato, resultou na estimativa CL50 de 1,3 a 2,5 mg/L e para a rd madeira adulta a
CL50 estimada foi de 1,32 mg/L sem presenca de predadores e 0,55 mg/L com a presenca
de predadores (RELYEA, 2005).

Em crustaceos ensaios com glifosato foram relatados por Bastos (2013), que
avaliou a toxidade do glifosato em cultivo de Daphnia magna determinando a
concentracéo efetiva mediana (CEso) de 32 pg/L. Mensah et al., (2012), observaram que
o0 herbicida glifosato causou reducdo da taxa de crescimento e aumento do nimero de
mudas do camardo Caridina nilética. Ali et al., (2018) estudaram a CL50 em 24 e 48

horas, dos compostos glifosato e malation em artémia, obtendo os valores de 58.3 ¢ 17.3
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mg/L para malation e 28 e 19 ug/L para glifosato, respectivamente. Em estudo utilizando
copépodos contaminados com Roundup®, foi observado maior mortalidade nos grupos
expostos ao glifosato em concentragcdes de 0,1; 0,2; 0,4; 0,8 e 1,6 mg/L quando
comparado ao controle. A CL50 foi estimada para camardes P. annae em 48 horas (1,059
mg/L) e para P. roux 72 horas (107,53 mg/L) e 96 horas (60,97 mg/L) (DEEPANANDA
etal., 2011).

Os resultados encontrados para a CL50 de M. rosenbergii indicam que esta
espécie € sensivel ao composto, porém apresenta-se relativamente resistente quando
comparada a espécies de peixes, anfibios e maioria dos crustaceos descritos na literatura,
apresentando sensibilidade semelhante ao camardo da espécie P. roux. Moura (2009),
em ensaios de CL50 das espécies de peixes Oreochromis niloticus, Colossoma
macropomum e Cyprinus carpio contaminados com glifosato durante 96 horas, 21,63
mg/L, 15,33 mg/L e 20,06 mg/L respectivamente, indica que o risco de mortalidade em
contaminacdo dessas espécies pode ser considerado baixo para regides.

Em animais o glifosato inibe algumas funcbes enzimaticas, causa problemas
cronicos no nascimento, além de possuir uma alta toxicidade para bactérias e fungos
(AMARANTE JUNIOR et al., 2002). Nos mamiferos efeitos toxicos foram relatados em
ratos (BENEDETTI et al., 2004) e humanos (GASNIER et al., 2009;
THONGPRAKAISANG et al., 2013). Efeito do glifosato também foram relatados em
invertebrados (CUHRA et al., 2015; DEEPANANDA et al., 2011; MENSAH et al., 2012;
ALl et al., 2018), anfibios (RELYEA, 2005; RISSOLI et al., 2016) e peixes (KREUTZ et
al., 2010; LANGIANO e MARTINEZ, 2008; SOBJAK et al., 2017), demonstrando que
animais aquaticos apresentam uma sensibilidade elevada ao glifosato.

Apesar de auséncia de alteracdo da atividade da colinesterase nos camardes
sobreviventes do ensaio de CL50 com glifosato, as alteracbes de comportamento
observadas nos animais levaram ao questionamento da auséncia de interferéncia do
glifosato na atividade colinesterase. Os animais apresentaram um efeito de torpor, com
paralisacdo do corpo sendo que esta mudanca desapareceu apos as 24 h. Segundo
Cattaneo (2009) quando ocorre alta inibicdo da colinesterase, acontece paralisia nos
animais, levando muitas vezes a morte. Para buscar mais dados para comprovar 0s
resultados encontrados foi proposto o ensaio de acompanhamento da atividade da enzima
colinesterase em hepatopancreas e musculo de animais contaminados com 100 mg/L de

glifosato, em curto prazo, ao longo de 24 horas.
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Diversos estudos tém demonstrado a influéncia que agrotoxicos em geral sobre a
fisiologia animal. Em especial os organofosforados e carbamatos apresentam uma grande
interferéncia na atividade da acetilcolinesterase (SILVA, 2016). A pesar do composto
glifosato ser considerado um organofosforado, efeitos neurotdxicos em peixes,
relacionados a interferéncia do glifosato na atividade da acetilcolinesterase, ainda ndo sao
bem claros. Em estudo realizado por Guiloski et al., (2010) com o peixe Corydoras
paleatus exposto ao inseticida carbaril ocorreu inibicdo da acetilcolinesterase muscular
em 39% e cerebral de 64%, quando comparados ao controle, onde a enzima permaneceu
inibida mesmo apo6s 7 dias da exposi¢do. Ainda, Arias et al., (2007), realizou estudos
identificando que a exposicdo a organofosforados e carbamatos, muito utilizados na
agricultura e também na salde publica, gera a inibicdo da enzima acetilcolinesterase
(AChE) em peixes, mesmo em regides mais industrializadas. Por outro lado, Lopes e Rosa
(2012) utilizaram o peixe Danio rerio em estudo com exposicao de glifosato por 24 horas,
em concentracbes de 5 mg/L e 10 mg/L demonstrando que a atividade da
acetilcolinesterase ndo foi alterada nessas concentragdes. Sanchez (2015) destaca que,
diante de contaminacéo com glifosato, ocorre a inibi¢ao da acetilcolinesterase no musculo

cardiaco apresentando inibicdo e diminuindo a contracéo.

O glifosato induz aumento de atividade da AChE em peixes Anabas testudineus
e Heteropneustes fossilis, em 30 dias de exposicdo (PALAS et al., 2014). A inducdo da
atividade enzimatica, também foi observada para a espécie de peixe Cyprinus carpio
(CATTANEDO et al., 2011) e em musculo de Leporinus obtusidens (SALBEGO et al.,
2010) quando expostos ao glifosato, porém uma auséncia de interferéncia em tecido
muscular e uma reducdo, dependente da concentracdo em tecido nervoso foi observada
em animais da espécie Leporinus obtusidens (GLUSCZAK et al., 2006) e em
Cnesterodon decemmaculatus houve reducdo da atividade em homogetato do corpo
animal (MENENDEZ-HELMAN et al., 2012) em ensaios de 96 horas de exposicio ao
composto. Em embrides de R. quelen submetidos ao glifosato foi observado inducdo da
atividade da acetilcolinesterase em 12 horas e inibicdo em 24 horas de contaminagédo
(SOBJAK et al., 2017). A inducéo da atividade da AChE também foi detectada por Miron
et al., (2005) em R. quelen expostos aos herbicidas clomazone, quinclorac e metil
metsulforon. Os autores sugerem que esta inducdo pode estar relacionada a uma
compensacao fisiologica ao estresse causado pela exposic¢éo aos agrotoxicos, aumentando

a atividade colinesterasica, com aumento na hidrolise do neurotransmissor acetilcolina e
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consequente decréscimo na ativagdo dos receptores nicotinicos e muscarinicos. A indugéo
ou inibicdo da colinesterase pode influenciar no processo de neurotransmissdo colinérgica
e promover efeitos de letargia ou nado erratico (MIRON et al., 2005). Estes estudos
indicam que o tempo e a dose de exposicdo a0 composto em questdo sdo variaveis
importantes a serem consideradas quando se trata de efeito toxico, em especial, de

alteracdo na atividade da acetilcolinesterase em diferentes tecidos dos animais.

Tu et al., (2009) demonstraram a interferéncia de endosulfan e deltametrina na
atividade da AChE, com a inibicdo da enzima, no camardo-tigre-gigante (Penaeus
monodon). Diclorvon inibiu a atividade da enzima na espécie de camardo Palaemonetes
pugio (BOLTON-WARBERG et al., 2007). Bocquené e Galgani (1991) indicaram a
inibicdo da AChE no camaréo branco (Palaemon serratus) contaminados por fosalone e
carbaril. Porém descricbes da acdo do glifosato sobre a atividade da acetilcolinesterase

em camarao, e em especial em M. rosenbergii ndo foram encontradas na literatura.

Em ensaio de curto prazo com glifosato foi identificado alteracdo do
comportamento dos animais ao longo das 24 horas e inibicao crescente da atividade da
enzima colinesterase nas seis primeiras horas de contamina¢do, com inibi¢cdo maxima de
81,96 % da atividade do controle, porém a atividade enzimética foi gradualmente
retornando aos niveis normais, tornando-se semelhante ao controle ap6s 24 horas. Estes
resultados estdo de acordo com as mudangas de comportamento observadas nos animais
durante o teste de CL50. Conforme observado no estudo realizado por Silva (2016), que
realizou experimento com glifosato na concentragdo de 11,297 mg/L em R. quelen por
periodo de 30 dias, observando que no periodo de contaminacdo 0s peixes tiveram

dificuldade para se movimentar, se alimentar e nadar.

A presenca de inibicdo da colinesterase em hepatopancreas e auséncia de alteracdo
da atividade desta enzima em musculo dos camardes submetidos ao glifosato indicam
uma possivel diferenca na atividade das enzimas presentes nos dois tecidos. Em
mamiferos, a acetilcolinesterase, cuja funcéo principal é degradar o neurotransmissor
acetilcolina, é abundante em cérebro, musculo e membrana de eritrocitos. A
butirilcolinesterase, cuja fungdo ainda é pouco conhecida, mas parece estar envolvida em
biotransformagdo de moléculas como os organofosforados, esta presente principalmente
em figado, intestino, coragdo, rim e pulmdes (ONEMI, 2003). Para confirmar a
possibilidade de que a inibicdo identificada em colinesterase de hepatopancreas de M.
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rosenbergii estd relacionada a butirilcolinesterase e portanto relacionada a
biotransformacéo do glifosato, ensaios de caracterizagcdo da enzima, como identificacdo
da sensibilidade & concentragdo de substrato e inibicdo por inibidores especificos,

precisam ser realizados.

Outro efeito sobre a fisiologia de M. rosenbergii analisada foi sobre a defesa
antioxidante. Nao foram observados efeitos do glifosato sobre a LPO e a enzima GR de
hepatopancreas e musculo, assim como para atividade da catalase e GST de musculo,
porém houve aumento da atividade da catalase hepatopancreética imediatamente apds a
contaminacdo, com retorno aos niveis normais apos 6 horas. Ainda, efeitos bastante
significativos com aumento da atividade da GST ao longo do periodo de ensaio, foram
encontrados no hepatopéancreas dos animais submetidos ao glifosato.

De uma forma geral, os principais efeitos fisiologicos relatados para o glifosato
foram o0 aumento na producéo de espécies reativas de oxigénio (ROS — Reactive Oxygen
Species), tal como o ion superoxido (O2-), peroxido de hidrogénio (H202) e radical
hidroxila (-OH) (COGO et al., 2009; RONDON-BARRAGAN et al., 2012), assim como
alteracdo no sistema de defesa antioxidante (SOBJAK et al., 2017).

Armiliato (2014) estudou a contaminacdo por glifosato nos ovéarios do peixe
Danio rerio, em concentracdo de 65 pg/L durante 96 horas, onde se observou aumento
das substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (TBARS), o que significa que correu
estresse oxidativo. Em teste utilizando 6,5 mg/L de glifosato, por periodos de 12, 24, 48
e 72 horas, com ovos de R. quelen foi constatado que no periodo de 72 horas ocorreu a
maior sobrevivéncia dos individuos, juntamente com inducdo da GST, em 48 horas
ocorreu inducdo da LPO, em 24 horas inibicdo da enzima colinesterase e inducdo da GR

e em 12 horas indugéo das enzimas GR e colinesterase (SOBJAK, 2016).

Em estudo com o peixe Danio rerio em concentracdes de 5 mg/L e 10mg/L de
glifosato em 24 e 96 horas, ocorreu desiquilibrio do balanco oxidativo, aléem de alterar a
atividade da acetilcolinesterase, ocorreu aumento antioxidante contra radicais peroxil na
concentragdo de 5 mg/L em 24 horas de contaminagdo, reducao da peroxidacéo lipidica
na concentracdo de 10 mg/L também em 24 horas, e um aumento da peroxidacéo lipidica
no musculo em 10 mg/L no periodo de 96 horas de contaminagéo (LOPES, 2014).

O glifosato induziu aumento de LPO e da atividade da enzima catalase em peixes
Anabas testudineus e Heteropneustes fossilis, em 30 dias de exposi¢do (PALAS et al.,
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2014). Os autores concluem que o glifosato causa serias alteracdes na atividade de

enzimas, deteriorando a saude dos animais (PALAS et al., 2014).

Em alevino de R. quelen expostos a um herbicida a base de glifosato apresentaram
uma diminuicdo da atividade da catalase de 48% e aumento da GR de 472% quando
comparado ao grupo controle, constatando que o glifosato quando comparado com 0s
herbicidas parationato metilico e tebuconazole apresenta uma toxicidade menor para o R.
quelen (FERREIRA, 2010). Shiogiri (2011), em experimento com o Piaractus
mesopotamicus contaminado com roundup ready, obteve CL50 por periodo de 48 horas
de 3,74mg/L, ocorrendo diminuicao da SOD e da atividade da catalase, a LPO aumentou
com a contaminacdo, diminuiu a atividade da acetilcolinesterase no cerebro. O peixe-
zebra no estagio larval e adulto, foi submetido a contaminagdo com glifosato nas
concentragfes de 0,01 mg/L, 0,065 mg/L e 0,5mg/L em periodo de 96 horas, essa
contaminacdo influenciou no comportamento agressivo do animal, prejudicando na

locomocdo, comportamento e morfologia do peixe (BRIDI, 2017).

O Astyanax sp. submetido a contaminagdo por Roundup ® e Hexaron WG ®,
apresentou efeito de neurotoxicidade quando misturados, sugerindo um possivel efeito
potenciador, a atividade da GST aumentou, e a LPO apresentou dano de membrana o que
se relaciona ao aumento da frequéncia de alteragdes nucleares, a atividade da enzima CAT

diminuiu devido a inibi¢do ou baixa produ¢do (ROSSI, 2008).

Juvenis do peixe P. lineatus, foram contaminados com 1 mg/L de Roundup
Transorb ® (RDT1), 5mg/L de Roundup Transorb ® e 10 mg/L de Roundup ®, por
periodos de 6, 24 e 96 horas, 0s animais contaminados com RD em 24 horas tiveram
reducdo da atividade da SOD e GPx e aumento da GSH, em 24 e 96 horas esse mesmo
grupo apresentou aumento da LPO e da GST em relacdo ao controle de TR, ja a
acetilcolineterase apds 96 horas foi inibida no cérebro e apds 24 e 96 horas inibida no
musculo na contaminagdo com RD, no grupo RDT5 ocorreu reducdo da SOD em 6 horas
e da CAT em 6 e 24 horas, no grupo RD5 a GST foi reduzida em 6 e 24 horas quando
comparado ao grupo controle de RT, a LPO aumentou no grupo RDT1 em 6 horas de
exposicao, nesse grupo a acetilcolinesterase no cérebro foi inibida e no grupo RDT5 em
96 horas de contaminagdo (MODESTO, 2009).

O aumento transitdrio da atividade da enzima catalase em M. rosenbergii, nas duas

primeiras horas de contaminagdo com o glifosato parece estar relacionada a um ajuste da
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defesa antioxidante a presenca do composto, e aparentemente foi suficiente para a
manutencdo dos niveis de espécies reativas de oxigénio dentro da normalidade, ndo sendo
observada variacao de lipoperdxidos no periodo de ensaio. Demonstracdes de alteracdo
da catalase como forma de defesa antioxidante foram identificadas em ensaios de
contaminacdo de peixes com glifosato. Prochilodus lineatus contaminados com 10 mg/L
de glifosato apresentaram aumento da atividade da catalase em 24 horas de contaminagéo
(LANGIANO e MARTINEZ, 2008), Anabas testudineus e Heteropneustes fossilis, em
30 dias de exposicdo (PALAS et al., 2014). Reducdo da atividade dessa enzima, em
animais submetidos ao glifosato, também foram relatadas em P. lineatus (MODESTO,
2009), Astyanax sp (ROSSI, 2008), R. quelen (FERREIRA, 2010). Piaractus
mesopotamicus (SHIOGIRI, 2011). Porém ndo foram encontrados dados do efeito do
glifosato sobre a atividade da catalase em crustaceos, ou especificamente em M.

rosenbergii.

O aumento na atividade da GST em curto periodo de tempo com exposicdo ao
glifosato em M. rosenbergii representa uma inducéo na reagdo de biotransformacéo do
glifosato pela GST, reduzindo o efeito neurotoxico do contaminante. Isto est4 de acordo
com o que afirma Trivella (2006), que a enzima tem capacidade de biotransformar
substancias quimicas que sdo toxicas para 0s organismos. A GST transforma compostos
toxicos em compostos conjugados com glutationa na forma reduzida (GSH) e tem,
também, capacidade de inativar os EROs. Aumento da atividade da GST foi identificado
em inimeros ensaios de contaminacdo de glifosato em peixes (ROSSI, 2008;
MODESTO, 2009; FERREIRA, 2010; SOBJAK, 2016). J4 em outro estudo com glifosato
em peixes Anabas testudineus e Heteropneustes fossilis ocorreu reducdo da atividade da
enzima quando o ensaio foi realizado de forma cronica (30 dias de exposi¢do) (PALAS
et al., 2014) e em Prochilodus lineatus ndo foi observado alteracdo da atividade de GST
em 6, 24 e 96 horas de contaminacao. Porém, relatos do efeito do glifosato sobre a defesa

antioxidante e biotransformacgéo em camardes ndao foram encontrados.

Os valores de CL50 encontrados para M. rosenbergii contaminados com glifosato
indicam que o glifosato é toxico para a espécie incluindo esta espécie no grupo de
organismos aquaticos sensiveis ao composto. Porém indica que M. rosenbergii €
relativamente resistente ao glifosato quando comparado a espécies de peixes e crustaceos
cuja sensibilidade ja foi testada. A inibi¢do da colinesterase, relacionada a alteragéo de

motilidade e ao aumentado na atividade da GST quando os animais foram expostos a
53



curto periodo de contaminagdo, indicam que h4, simultaneamente a inibicdo da
colinesterase, uma inducdo de reacdo de biotransformacdo do glifosato via GST,
reduzindo, com isso, o efeito neurotoxico do glifosato, com retorno a atividade da
colinesterase e do comportamento natatorio aos niveis observados nos animais controles.
Apesar destes efeitos, aparentemente, serem agudos e transitérios, em ambiente de cultivo
ou em ambiente natural, estas alteracGes fisiologicas e comportamentais podem aumentar
o risco de mortalidade, podendo alterar a estrutura da populagdo ou causar prejuizo na

producao.
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7. CONCLUSAO

Com o ensaio da CL50 foi possivel determinar que a concentragdo de 150 mg/L
de glifosato € letal para o M. rosenbergii, ocasionando a morte de 100% dos individuos

submetidos a essa concentracao.

A CL50 estimada para 0 M. rosenbergii submetido a contaminacgédo com glifosato
em concentragdes de 10, 50, 100 e 150 mg/L em 96 horas foi de 125,63 mg/L, 68,38mg/L
e 52,52 mg/L em 48 horas,72 horas e 96 horas respectivamente.

Concentrac6es de 10 mg/L de glifosato por 96 horas diminui a atividade da GST.
Porém ndo interfere nas atividades da GST em concentracdes de 50 e 100 mg/L e de

colinesterase, GR e LPO nas concentracdes de 10, 50 e 100 mg/L.

A contaminacdo com glifosato causa perda de equilibrio e paralisia de M.
rosenbergii nas primeiras horas apds a contaminacdo retornando ao comportamento

normal apds 24 horas de exposi¢cao ao composto.

A exposicdo de M. rosenbergii ao glifosato causa inibicdo da colinesterase de
hepatopancreas nas primeiras horas de contaminacdo, com um méaximo de inibicéo
ocorrendo aproximadamente ap6s 6 horas e retorno aos niveis normais de atividade apés
24 horas.

O glifosato induz o aumento da atividade da catalase de hepatopancreas em
periodo logo apds a contaminacdo (2 horas), porém esta inducdo ndo é permanente,

retornando logo ap6s as primeiras horas, ao nivel normal de atividade da enzima.

O glifosato induz o aumento da atividade da GST de hepatopéancreas de M.
rosenbergii em periodo de 24 horas de contaminacdo, porém inibicdo da atividade da
enzima foi observada em musculo de animais submetidos a concentragéo de 10 mg/L do

composto durante 96 horas.

Os dados obtidos durante os dois ensaios realizados demonstram que a
contaminacdo com glifosato causa efeitos letais, comportamentais e bioquimicos nos

animais, podendo afetar a eficiéncia na producédo da espécie em ambientes rurais.
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